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Clo strid主u m histolytic u mU)務素原性, 胞子 形 成俳凍は び溶蘭活性物質塵生の 関係を明ら か に す る
ため に本実験 を行な っ た ･ 菌桃 と して は , 強胞 子形成能, 強毒薬劉 鮒)C. histoIYtie u m7菌 楓 培掛生
化学性状が C･ histolytic u mに 類似す るが 無毒の Clo stridiu m spe cie s(Sp.)2南棟 を 剛 ､, 互い を指示 粛と
して寒天 穿刺培魔法 に よ り溶菌酒性物質の 産生の 有無 を検討 した ･ そ の 結 軋 無苺の Clo stridiurn sp.2 薗
株を指示菌と した 時U)み C･ histolytictl m全蘭怖か ら溶菌活性物質の 塵生が認め られた. さらに , Cl｡ Stridiu m
Sp･の 1菌株 を指示 薗と して, Clo strid王a46蘭種 57南棟 を用 い 清閑消性 を検討し たと こ ろ, わ ず か に 2蘭株
の み が溶齢卵生を示 し た に す ぎな か っ た . 溶薗活性物質ほ利潤紺勺に 作用しり ト リ プ シ ン ある い は プ ロ ナ ー
ゼに よ っ て不消化さ れ た が, 1(肝 C 30分の 加慨=こよ-1 て は 不柄化さ れ な か っ た∴暦薗活性物質は胞子 が著 し
く増加し はt:め る先端川椚抑制･こ培地中にLl_潤 し た. さ L:) に , S Odiu m dode c)rl s ulfate (S D S) 処理 に よ り
溶菌活性変異株 を分離 L 分析 を行な っ た ･ S D S膿度 5 ～ 9 JLg/mlの 処理 に よ り 被験 C.histolyticu m7南
棟中6南棟 か 引㈲菌活慄微弱の 変瀾株 が得 られ , その 冊見頻度は被験集落 の 5 ～ r4 0%であ っ た . 変異株は,
1菌株(K Z 631) 由来の変異株 を除き , 胞子 形成の 弱化と共 に 轟賓摩生も低下 して い た. ま た , 観株の マ
イ トマ イ シ ン C 潜薗液は潜蘭活性変展株に 対し て プ ラー ク を形成し た . したが っ て苺寮原性, 胞子 形成儲
およ び洛南浦性に 閲 し フ ァ ー ジが 関与し て い る可能性に つ い て 考察し た.
Key w o rds Clnd7イd;zt mh なf()h･ti(1z[ m, Lytic age nt(s), Spo r ulatoin poten cy,
To xlge nicity.
Clo stridiu mhistoIytic u mは 1916 年 Weinberg ら
1)
によりは じめ て分離 さ れ, その 後 Nishida ら2 )に よ り 土
壌に おける分布が明 ら か に きれ た. そ の 毒 素原性 に 関
しても, い く つ か の 研 究 が み -:J れ る3州
. 著者 は, C.
histolytic u mの 毒素原性 を検討中, 本薗が C. histo.
1yticu m 類似菌 胱億 , 培養 ･ 生 化l芋性状が ･致 する が
無勧 に対 し発育阻IL作用 をホ す が実 に 遭遇 し た. 他
のClostridia で は既 に 発 育阻止物質 に つ し) ては数 多 ＼く
の幸辰告5ト9)が な され てお り , 特に Cl｡ Stridiu m botulト
nu m
1 0)11)お よ び CIo stridiu m pe rfringe n s
1 3 卜 1 4切 産 生
する発育阻止物質に つ い て は 詳細 な研究が なさ れ , そ
れらは, 各々 の 種 に ほ ぼ特異的で あ ると 報告さ れ て い
る
･
このうち C. botulirl u mE 型煩似菌の産生す る発
Lytic Age nt(s), Spo rulatio nPote n cy, a nd
21
育阻 止物質 に 対 して は有毒の C. botulin u m E 型菌が
感受性 で あ っ た と 報告さ れ てい る1 5). C. histolytic u m
の 発 育阻止物質に 関す る報告は未だ な い の で著者は 本
研究で この 本態を 明 ら か に し, か つ 発育阻止物質塵生
能, 胞 子形 成能, 毒素産 生能の 関係 に つ い て検討を行
な い , この 見地 か ら C. histolytic u mの 毒素原性の 解明
を試み た.
材料お よ び 方法
Ⅰ . 使用菌棟
C･histolytic u mK Z 620, 621, 622, 626, 627, 631,
632の 7菌株お よ ぴ C. histolytic u mに 類似した形態,
培養 ･ 生化学性状 を示 す Clo stridium spe cie s(sp.)K Z
Toxige nicity of ClostridizLm 始tobticu m.
SeiichiOku m u r a, Departm ent of Ba cteriolog y(Dir ector: Prof. S. N ishida), Scho ol of
Medicin e, Ka n a za w aUniv ersity.
22
625, 628 の 2菌株 を用い た･ こ の 2菌株は形嵐 培養
･
生化学性状, 代謝産物の ガ ス ク ロ マ げ ラ ム 分析 パ タ
ー ン お よび10%血液寒天上 で微好気性の発育を示す点
で C. histolytic u mに
一 致 したが , 無毒で あっ た ので
clo stridiu m sp. と命名 して使用 した･ 以上の 菌株は全
て 1964年 Nishida ら2)に より土壌 より分離さ れ金沢大
学医学部微生物学教室 に 保存 され てい た も の で ある･
また, 発育阻止作用を検討する際, 対照菌株 と して




clo stridiu m a c etobutyric u mK Z 586, Clo strid
iu m
butyric um K Z 589, C･ botulin u m
B 型 K Z 533･ C型
K Z 536, D 塾 KZ 537, E型 KZ 582, F 塾 K Z 539,
clo stridiu m cha u v o ei K Z 382, Clo stridiu m n o vyi A
型 K Z671, B 型 K Z 391, D 型 K Z 415, C･ pe rfringe n s
A 型 K Z 211, B遡 KZ 263, C 塾 K Z 265, D 型 K Z267,
E 塾 K Z 275, Clo stri diu m septicu m K Z 933･
2. A T C C(Am e ric a nType Cultu reColle ctio n･
Rockville, U.S.A .)菌株
Clo$tridiu m abso n u m27555, Clostridiu m a
min o-
v ale ric u m 13725, CIo stridiu m a u rantibytyric u m
17777, Clo stridiu m barkeri 25849,
Clostridiu m
beije rin ckii 25752, C･ botulin u m A 塾 25763, Clo s
-
t ri diu m c ada v e ris2 6783, Clo stridium c amis 2577,
clo stridiu m c ochleariu m 17787, Clo stridiu m diffi
･
cile 17859, Clo stri diu m falla x 25754, CIo
stridiu m
gho ni 25757, Clo stridiu m glyc olic u m 14880･ Clo s
･
tridiu mindolis 25771, Clo stridiu m in n o cu u m14501,
Clo stri diu m lim o su m25760, Clo stridiu m litu sebu
･
r en se25759, Clo stridium male n Q min atu m 25776,
Clostridiu m m a ngen otii 257 61, Clostridiu m o c e a ni
-
cu m25647, Clo stridiu m o r otic um 25750･ Clo stridiu
m
pa rape rfringe n s25753･ Clo st
ridiu m pa r aputrific u m
25780, Clo stridiu m pa steu ria n u m6013, C
lo stridiu m
pere n n e25782, Clo stridiu m plaga ru
m 25768, Clo s･
tridiu m propionic u m 25522, Clostri diu m pse udo
･
teta nic u m 25779, Clo stridiu m putrific u m 25784･
Clo stridiu m r ubru m 1494 , Clo stridiu m sa rtago
･
fo rm u m 25778, Clo stridiu m sc atologen e s25775,
Clo stri diu m sphen oide s19403, Clo stridiu m spo r o
･
ge n es25762, Clo stridiu m spor o sphe n oides 25
78l･
Cl｡ Stridiu m stickla ndii12662, Clostridiu m sub
-
ter min ale 25774, Clo stridiu m teta n
i 8033, Clo s･
tridiu mtyr obutyric um 25755･
ⅠⅠ . 使用 培地
発育阻止作用の検出に は PY G培地 (Pr ote o sepep
･
t｡ n eNo. 2 (D ifc o); 2% (w/v) , Ye a st e xtr a ct
村
(Difc o); 0.5% (w/v), Glu c o se;1% (w/v), NaCl;
0.5% (w/v) , Na ･thioglyc ollate;0･1% (w/v),pH
7.2) を用 い た. P Y G寒天平軌 P YG 軟寒天培地作製
に際 して は寒天 を, 各々1.5%, 0･7% 添加した. 毒素
塵生 に は V F ブイヨ ン
1 8)を用 い た .
ⅠⅠ. 植菌お よ び 培養
P Y G培地, V F培地い ずれ に お い て も, 肝片加肝ブ
イ ヨ ン 24時間培養菌液 を培地 10ml当り 0.1 ml の割
で 植菌 した . 培養 は 37
0
Cで 行な っ た .
ⅠⅤ . 終生菌数, 胞子数 の 測定
被験培養菌液中の総生菌数 お よ び胞子数の測定は最
確数 (M o st Pr obable Nu mber, M .P.N ･) 測定法
17)に




Ⅴ , 毒素原性の 検討
N ishida ら
1 8)の 方法 によ り VF ブイ ヨ ン 18時間培養
液を毒素液 と し, マ ウ ス M L D/mlを測定 した.
ⅤⅠ. 溶菌活性 の 検出法
1. 寒天穿刺培養法
被験菌株の肝片加肝 ブイ ヨ ン 3アC,24時間培養菌液
を厚 さ 6 ～ 8 m m の PY G平板 に 白金線 を用い て穿刺
し,37
0
C で嫌気的 に 48時間培餐後 ク ロ ロ 如 レム に より
殺菌 した. つ い で予 め溶解 して 47
0
C で保温 した P YG 軟
寒天培地 3 ml に, 指示蘭の PY G培地 18時間培養液
0.1 ml を加 え ∴混和 した後, 上 述の 平板に重 層した.
圃化後 37
0
C で嫌気的に 24時間培養 した尋乳 穿刺した菌
株集落 の周囲に認 め られ る発育阻止円の有無を判定し
た
.
2 . ス ポ ッ ト接
被験菌株 の P Y G培地培養薗液 を 1000×g, 10分間
遠心 し, さ ら に タ ロ 口 癖/レム 処理 を し て得られ た上清
液 (以下, 無菌培養上浦液と呼 ぷ) を, 肝片加肝ブイ
ヨ ンで 37
｡
C,24時間培養した 指示 菌0･1 ml を均
一 に塗
布 した P Y G寒天 平板上 に滴下 し, 37
0
C で嫌気的に 24
時 間培養後, 指示 薗に 対す る発育阻止の 有無 を判定し
た .
3 . 混合 培養法
被験無菌培養上 帯液 1.Oml を指示 菌 の 対数増殖期
初期 (O D56 ｡= 0.15～ 0･18) の 培養菌液 2･O mlに添加
し, 島津 ス ペ ク ト ロ ニ ッ タ 20光電比色計( 島津製作所)
を用い 経時的に O D56 ｡を測定 した .
Ⅵl. S D S処理法
被験菌株 の P Y G培地 18時間培養菌液 1 ml を新鮮
p Y G培地 10ml に植菌 し, 37
｡
C で培 養, O D5 60が植菌
時 の 2倍 に な っ た 時の培養蘭液 1 ml を 1
～ 10〟g/ml
の S Odiu m dode cyls uIfate (S D S, 束京化成工業) を
含む P Y G培地 101血 に植薗 し,24時間培養後, その培
C･ histolytic u m の 溶菌活性物質, 胞子 形成能お よ び 尊索原性
費薗液を PY G培地 を用 い て 希釈 し P Y G平板 に 塗布
し, 37
｡
Cで 妖気的に 48時間増発し た･
ⅤⅠⅢ. マ イ ト マ イ シ ン C (M C) 溶函液の 作製
被験薗株の P Y G培地 18時間増発薗液 0･5mlを 10
mlの新鮮 P Y G培地に 楯薗(OD6 60= 0 ･7 ～ 0･8)し,37
0
c
で培養を行ない ,対数増殖の 初期(O D聞0 = 0 ･15～ 0･18)
に MC(三共) を終末漉度が 2 /`g/mlに な る様 に添加
し, さら に培養 を続 け溶薗が完了 した 衡 1000×g, 10
分遠心, 上清 をミ リ ポ ア
ー フ ィ ル タ ー (孔径 0･45/` m ,
日本ミ リポ ア
ー ) で炉過 した も の を, 無菌 M C溶薗液
とした.
Ⅸ . プラ ー ク検出法
重層法王9)に よ っ た . 下層に は寒天 漉度 が 1.0% (w/v)
のP Y G平板 を用い , そ の 上に P Y G軟寒天培地 3 ml,
指示薗1.Oml, 被験 M C溶菌液0,1 ml の混合液 を塵
層した. 軟寒天が 固化後, 37
0
Cで 24時間嫌気的に増資












Ⅰ . 胞子 形成能と車乗原性
発育阻止作用 を検討す る に先だ ち, C. histolyticu m
7 薗株の VF ブイ ヨ ン 370C 18時間堵牽菌液中の総生菌
数, 胞子 数お よ び培養上清申の寿性 を調べ た. 表 1 に
示す如 く, 被験全薗株共に 256～ 512 M L D/mi の苺性を
示 した . ま た , 1株(K Z 621) を除き 108/ml以上の胞
子 を形成 した. 以上 の結果か ら, E Z 621株 は幾分胞子
形成能が低 い が, その 全て が強 い 胞子形成能と車乗原
性 を保持 す る薗株である こ と が判 っ た.
ⅠⅠ . 藩菌活性
1. 発育阻止作用の検出
上述の 7薗株 お よぴ Clo stridiu m sp. 2薗株合計 9薗
株を用 い, 各々 を指示菌と し て寒天 穿刺増発法 に よ り,
こ れ ら 9 薗株の発育阻止作用 の有無 を検紆 した. C.
histolytic u m7薗株 を指示 菌と した 粗 い ずれの 蘭株
Tablel･ Spo r ulatio n a ndtoxige nicity of C. histobli tum strain s























































Table2･ Gr o wth inhibitio n a m o ng C. 始to&titu m strain s
Indic ator
Dia m eter(m m) of the gr owth inhibitio n z o n eprodu c ed by strain
Str ain
KZ 620 K Z 621 K Z622 K Z 626



















: Gr o wth inhibitio n was n ot obs e rv ed.
24
も指示 菌に対 して発育阻止円 を全く形成 しなか っ たが ,
Clo stridiu m sp. K Z 625, 628株 を指示 薗と した時 は,
C. histolytic u m7菌株全株 が, その 2菌株に対 し明確
な発育阻止円を形成 した( 図1, 表 2). 発育 阻止円の
直径 は, 被験 C. histolyticum 7菌株間に は有意の差は
見 られ なか っ た. しか しな が ら発育阻止円の直径は指
示菌 によ り異なり,指示 菌 K Z 625株 に 対 して は 20～ 22
m m で あ っ た が , 指示菌 K Z628株 に 対 して は 14～ 16
m m で あり, E Z 625株 の方が や や 指示 菌と し て感受性
が高か っ た . した が っ て以下 の実験 にお い て は発育阻
止作用検出の指示薗と して, K Z625株 を用 い た .
2
. 発育阻止作用の特異性
Clo stridia46薗種 57菌株 を用い て K Z 625株 を指示
菌と して 寒天穿刺培賛法に よ り発育阻止作用 を検討 し
た . 被顔57菌株申 K Z 625株に対 して発育阻止作用を
示 した の は, C. a u ra ntibutyric um A T C C 17777株お
.よび C. beije rinckii A T C C 25752株の 2 薗種 の みで あ
り, 発育阻止円の直径 はそ れ ぞ れ 11m m と 16In mで
あっ た . 以上 の結果か ら指示菌 K Z 625株 は, C.histo-
1ytic u mの発育阻止作用 に対 して特異的 に反応 する 菌
Fig. 1. Gro wth inhibitio n of C. hisiob)iicu mK Z 620
again stindicato r strain C10StYidiu m sp. K Z 625,
T hegr o wth inhibitio n w a s a s s ayed by aga rlaye r
me thod. C. hisob7ticu m K Z 620(c e nte r) w a s
stabbed into aga r,in c ubated at 37
0
C for 48 hr,
a nd c olo ny }de v elop ped w a skilled by chlorofo rm
V apO r. M ixtu re of O.1 加lof indic ator str aih K Z
625c ulture a nd 3mlQ･f P YG so紋 aga r w a$ the n





株で あ る こ とが 判 っ た .
3
. 発育阻止 の 作用機席
上述 の発育阻止円の 形成の磯序を検討 する た めに以
下 の 実験 を行 な っ た . 7菌株の 番性株 の う ちの任意の
1菌株 (こ の 際は , K Z 620株) の P Y G培地 に おける
10時間培襲無菌上滑液 1.O mlを 指示 薗 KZ 625株の
対数増穂の初期(O D58 ｡= 0.15～ 0.18) の 培養菌液2.O
ml に 捧加後 , 指示 菌の 増殖 (O D5 8 ｡) を経時的に測定
し た結果, 被験上 浦液添加後 O D5 朋 は減 少し, 2時間で
最低 と な っ た(図 2). その 後, さ ら に 6時間培養を行
な っ た 後, 培餐菌液 を無菌的に 遠心 , 沈漕 を滅菌生食
水で遠心洗浄 した 後, 1 ml の滅 菌生食水に 再浮蒋さ
せ , そ の全盈を 10mlの 肉カ ス ブ イ ヨ ン に 植薗し,37
0
c
で 72時間培餐 を行な っ た が, 菌 の 発 育は全く認められ
な か っ た
.
す な わ ち上述の発育阻止円の形成は K Z625
株 に対 して殺菌的 に作開 す る溶菌活性 に よる もの であ
る こ と が判 っ た .
4 . 溶菌活性(物質)の 出現時期
上述の 洒薗活性 を示 す 歯株 は, 胞 子形成が良好な薗
株 で あ る こ とか ら,PY G培地 を用 い て滞菌悟性(物質)

















2 ム 6 8
Time(hr)
Fig. 2. Gr o wth inhibitio n ofthe c ultu re super n atant
fluidof C. hisiob,ticu mK Z 620again stindic ator
str ain Closiridiu m sp, K Z 625･ On e ml of Cl
histob,tic u mK Z 620c ultu r e supe r n atantfluidw as
addedto 2 ml ofthe c ultlr e Of indic ato r strain
K Z 625a ndthe mixtu r ewa sin c ubated at3rC･
Co ntrol(P Y Gm ediu m w a sadded), ⑳; K Z620
c ultu re s u spe rn ata ntfluidwa sadded, 0･
C. histolytic u m の 溶菌活性物質, 胞子 形成能お よ び番素原性
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Fig. 3. Gr o wth and lytie activity of C. hislo擁むu m
K Z 620. O D5 60
.
△ ; n u mbe r ofviable cells/ml,(二);
n u mber of spo re s/ml, ◎ .
* p , 1ytic a ctivity･n egative; 十 , n O n･diluted
C ulture s upe rn at ntfluidw aslytic a ctivity･ PO Si･
tiv e; 廿, tW O･fold diluted c ultu re supe rna t ant























Fig･4･ T her m o stabilty ofthelytic a ctivity. One ml
Of C histob)ticum K Z 620c ultu r e s upe rnata nt
fluid
, n O n
･he ated(○),he ated atlOOO C fo rlO(△),
30(A), O r60 min¢⊃, W a S ad ded to 2 ml ofthe
Cultu re of indic ator strain K Z 625a nd the
mixtu re w a sin cubated at 37
0
C. Co ntrol(P YG




K Z 620株 を用 い 経時的 に O D5 … 総生菌数, 胞
子 数お よ び培地中の溶薗活性 を調べ た(図 3). な お,
溶 薗活性 は被験無菌増強上滞液の 2倍段階希釈液 を滴
下す る ス ポ ッ ト法に よ り半定盤的に 検討 した. 潜函活
性 は培養 6時間後 す なわ ち定常期初期か ら培幾上滑申
に 出現 し, 増資 8 ～ 12時間が他 よ り強い 活性 を示 した
が , そ の 清性度 は弱く高々 2倍希釈ま で 陽性 を示す に
す ぎな か っ た
.
ま た, 胞子は堵袈6時間後か ら増加 し
は じめ , 12時 間ま で増加し続 け たが こ の時期 に 一 致 し
て潜薗活性が他の 時期よ り強く示 され た.
5
. 溶薗活性物質の熱安定性
K Z 620株 の P Y G培地 10時間培衆無菌上滑液 を
10(ドC lO分, 30分お よ ぴ 60分加熱し, 溶薗清性物質の
熱安定性を K Z 625株を指示薗と して浪合培餐法 に よ
っ て検討し た. 1000C lO分お よ ぴ 30分の加熱 を行な っ
た上浦液は加熱前と同程度の溶薗活性を示 し, 本溶菌
溶性物質が耐熱性である こ とを示 した. た だ し, 60分
の 加熱に よ り磯分不倍化され た(図4).
6
. 潜 薗活性物質に対 す る蛋白分解酵衆の影榔
E Z 620株 の P Y G培地 10時間堵餐無菌上滑液 を ト
リ プ シ ン (Difc o) お よ びプ ロ ナ ー ゼ (科研化学) で処
理 し, 本潜函活性物質 に 対する蛋白分解酵素の 影響 を
検討 し た
.
トリ プ シ ンあ るい は プ ロ ナ ー ゼ を終末滅度
が 100〟g/ml とな る様 に 上滑液に 添加し,37
0
C で 30分
反応さ せ た後, K Z 625株を指示薗とす る混合増資法に
よ 机潜函活性 を検討 した. 図5 に示 した如く本溶菌活
性物質は トリ プ シ ン お よ ぴプ ロ ナ ー ゼ に より不治化 さ
れ る こ とが 判 っ た.
ⅠⅠ. 溶函活性と毒素原性
1. S D S処理 によ る溶歯偏性変異株の出現
本格菌活性と胞子形成能お よび寿索原性に関 して は,
著者の 用 い た 7 薗株 は い ずれ も高い 胞子形成能, 強い
毒素原性, 溶菌活性を示 し, 性状が ほぼ似 た菌株であ
っ たの で, これ らの 関係を更 に検討する た め a c ridin e
O r ange(A O, 和光純薬工業),de o xycholic a cid(D O C,
和光純薬工業),S D Sを用い て変異株を得ようと試みた.
S D S処理 に よ り完全に溶菌活性陰性の変異株は得 るこ
と は 出来 なか っ た が 溶薗括性の微弱な変異株 が出現 し
た
.
その発育阻止円の直径 は2 m m で親株の 20m m に
対 して歴然た る差異を示した(図6). こ の性状 は分離
後現在 まで (2 年間) 安定して保存 され て い る (以下
こ れ ら変異株を洛南清性変異株 と呼ぶ).S D S処理によ
る潜函惰性変異株 の出現頻度を表 3 に示 した
. 被験 C.
histolytic u m7菌株中6菌株か ら S D S処理 に よ り 潜
薗活性変異株 が得 られ, そ の際, S DS の有効濃度は 5
～ 9 描/ml であ っ た . 変異株の出現頻度は S D S洩度






















2 ` 6 8 2 ム 6 8
Tim e(hr)
Fig. 5.In a ctivatio n ofthelytic a ctivityby pr ote a s e s. On e mlof C･ htsto&ticu mK Z 620
cultu re s uper n at ntfluid, n O n･tre ated(○),tre ated withtrypsin(Fig･ 5a)o rpro n a se
(Fig. 5b)at37
0
Cfo r30min(△)w a s ad dedto 2 mlofthe c ultu r e of indic ator strain
K Z 625andthe mixtu re w a sin c ubated at 37
0
C. Co ntr ol(P Y Gm ediu m c o ntaining
try psino rpron a se w a s added)! ● .
Fig･ 6･ Gr ovth inhibitio n of lytic a ctivity m uta nt
(c e如$r
･) fro m C. hikiob)ticu m K Z620 again st
in dic ato r str ain ClosiYidiu m sp. K Z 625. T he
gr o wth inhibitio n w a s･
L
a ss ayed by aga rlaye r
m ethod. Refe rto the Fig. 1 fo rthe pro c edu re.
5 ～ 40%で あ っ た . こ れ に 反 して A Oおよ び D O C処理
で は変異株 は得 られ な か っ た .
2
.
溶菌活性変異株 の毒素原性お よ び胞子 形成能
C. hi$tOlytic u m6 菌株か ら S D S処理 に よ り出現し
た溶菌活性変異株各 5株 お よ びS D S処 理後 も変異を
示 さ ず強 い 溶菌活性 を示 し た株各 5株 に つ い て V F ブ
イ ヨ ン , 37
0
C 18時間培養菌液中の 総生 菌数, 胞子数お
よ び培養上清中の毒性 を検討 し た(表4, 5 ). 総生菌
数は, 溶菌活性の異な る 両群 に お い て差 は認められな
か っ た
.
し か し なが ら胞子形成能 (胞子数/総生歯数)
は , い ずれ の 菌株 に 関 して も溶菌活性変異株は溶菌活
性に変異 を釆たさなか っ た株に 較 べ 明 ら か に 低下してい
た . す なわ ち K Z 620株, K Z 621株お よ び K Z 626株由
来 の変異株 の胞 子 形成能 は 1 0
-
I O以 下, K Z 622株,
K Z 631株 お よび K Z 632株由来 の 変異株 の 胞子形成能
は , そ れ ぞ れ 10
- 7
, 10
- 6お よ び10-4 ～ 10-5で あ っ た. 毒
性 は K Z 631株由来の変異株を除 き, 4 ～ 16 M L D/ml
を示 し親株 の 256～ 512 M L D/ml に較 べ 明ら かに 低下
し て い た
.
た だ K Z 631株由来 の 変異株 の 毒性は
64～ 256 M L D/ml を示 し, 胞子形成 の弱化に応じた著
し い 毒性の 弱化は み る こ とが出来なか っ た .
3 . M C溶菌液の溶菌活塵変異株に対するプラ ー ク形
C･ histolytic u m 頼 椚 ㈹ 細物阻 胞子形成能 お よ び恐察原性
Table3･ Effe ct of S D So nba cte rio cin oge ny
Nu mber ofs ubstr ain s showing w e ak lytic a cti vity o ut of 20substr ains
Obtain ed by S D S






































































Table 4･ Lytic a ctivity･ SPO r ulatio n, a ndto xige nicity ofsubstr ain sobtain ed byS D Stre atm e nt
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Table 5･ Lytic a ctivity･ SPOr ulatio n･ a ndto x lge nicity ofs ubstrain s of C･
K Z 63lobtain ed by S DStre atm e nt


































































































































M C･1ysate s of C･ hねtoLytic u m againstlytic a ctivity m uta
nts
Plaqu efo r m atio n agaln St m uta nt
… fro m
KZ 620 KZ 622 K Z 62 6 K Z 631
KZ 632
■ M ito mycin Cindu c ed lys ate･
* * Refe rto the Table 4.
成
上述の 如く, C. histolytic u m6 薗株か ら S D S処理
に よ り容易に 溶蘭活性変異株 を得 る こ と が 出来た こ と
か ら, 著者は本現象にケ ァ ー ジが 関与 して い る可能性
を考え, 被験 C. histolytic u m 7薗株 の M C溶菌液 に
つ い て変異株 を指示菌と して プラ ー ク形成 を試み た(表
6). その結果 K Z621株の M C溶薗液は K Z 620株お
よ び ⅩZ 621株由来 の変異株 に対 し少数 な が ら (約
1000/ml)プ ラ ー クを形成す る こ とが 判っ た . ま た プ ラ
ー ク の部分をかき とり P Y G培地で増殖させ た後さ らに
P Y G平板 にひろ げ菌株を分離す ると こ れ らの大半は強
溶菌括性, 強毒素産生, 強胞子形成を示した . また,
上述 の E Z 621株の M C溶菌液 を 100000×g, 90分道
連心する こ とに よ っ て得 ら れ た ペ レ ッ ト中に は フ ァ ー
ジ様粒子が認め られ た(図略). しか しなが ら K Z 621株
の M C溶薗液と KZ 620株あるい は K Z 621株由来の溶
菌活性変異株を P Y G培地中で混合培養 しても, こ こ か
ら強溶菌酒性 を示す菌株を得 る こ と は 出来な か っ た .
考 察
バ ク テリオ シ ン は細菌が産生する発育阻止物質 のひ
とつ で あり その定義 は バ ク テ リ オ シ ン に関する研究が
進 む につ れ変化 して い るが , バ ク テ リ オ シ ン と して最
も共通な性質 は, 生物学的 に活性のある蛋白部分の存
在お よび殺菌的作用の 2点で ある
2 0)
.
バ ク テリオ シ ン に
は分子畢8000程度の も の か ら 108を越 え る もの まで あ
るが,Bradley細 は バ ク テ リ オ シ ン をそ の分子 量 によ っ
て, トリ プ シ ン な どの 蛋白分解酵素 に感受性で, 比較
的耐熱性 である低分子畳 バ タテ リ オ シ ン
▲
と , 比較的蛋
白分解酵素に耐性で, 易熱性である高分子畳 バ ク テ リ
オ シ ン の 2群に分け た.
本研究で著者が明らか にした C. histolytic u mの産生
す る溶薗洛怪物質 は, そ の作用が 殺菌的であり, か つ
トリ プ シ ン , プ ロ ナ ー ゼ な どの 琵自分解酵素に よ っ て
不溶化 さ れ た. ま た, 本溶歯痛性物質 は, 100
0
C 30分の
加熱に 耐性 であり, Bradley の低 分子 盈バ ク テリオシ ン
の 性状 に 〟 致 す る様 に見 える . しか し なが ら,
一 般に
バ ク テ リオ シ ン は 少な く とも 同 一 種 に 対 し て活性を示
す とされ て い る
20)が, 本溶薗活性物質 は同･･､h一一種であるC.
histolytic u mに対 して, 全く活性 を示 さ なか っ た . グ
ラ ム 陽性薗 の 腐生す る バ クテ リオ シ ン ,特 に Clo stridia
の産 生す る バ ク テ リオ シ ン の 多く は M Cに よ っ てその
産生 が誘導さ れ る こ とが報告され て い る
20)が,本溶菌活
性物質は M Cに よ っ て産生が 誘導さ れ る こ とはなかっ
た
. 本溶菌清性物質は, 胞子 形成が は じまる 時期に
一
致 して 培贅菌液中に出現 した こ と , お よ び SDS処理に
ょ っ て得 られ た溶菌活性変異株 は親株に較 べ 胞子形成
が低下 して い た こ と か ら, 本港蘭活性物質の産生は胞
子形成 と密接 な関係がある と思 われ る.
C. histolyticu mの毒素原性に関 して は, 胞子形成が
密掛 こ関係 し胞子形成が良好な菌株 は強姦株で あり,
胞子 形成が不良な菌株 は弱毒株 である と報告され てい
る3)
.
ま た, Seb al d ら
4)は C. histolytic u mの α 毒素は
大量 の αA と少量の αBと か ら成 っ て お り, 胞子 形成が
stage I で障害さ れ て い る菌株で は α Aの産生が抑制さ
れ , αBの み が産生 され る と述 べ て い る. 本研究に おい
て S D S処 理 に より得 ら れ た弱胞子 形成株 は, 1菌株
(K Z 631) 由来の弱胞子形成株 を除 き, 弱毒株で あり
上述の報告と 一 致 した. K Z 631菌株由来 の 弱胞子形成
株 は他の 菌株由来の弱胞子形成株と異な り高い 毒性を
示 したが , この こ と に 関 して は, 次の 2つ の可能性
す な わ ち 1)S D S処理 に よ っ て得 られ た弱胞子形成株
は Stage I よ り進行 した 部位 で障害 を受 けてい る, 2)
K Z 631菌株 は元来 穐 を優位 に腐生する, が考えられる･
細菌毒素 の産生が フ ァ ー ジと 密接な関係 を持 つ こと
は, ジ フ テ リ ア毒素産生に つ い て最初 に発見され た
22)
･
C. hist()lytic u m の 溶 薗活性物質, 胞子 形成能 お よ び薄紫原性
近年,Clo stridia にお
い て も C･ b` )tulin u mC･ D 型
2 3 棚)
の毒素産生 ある い は･ C･ n O Vyi A, B 邸
7)の 轟黄塵生
が溶靡性フ ァ
ー ジに よ り支配さ れ て い る こ とが 見出さ
れた.
C.histolytic u mの 弱魔株 は, 少数で は あ るが 変異原
処理 する こと なく強者株 か ら生ずると 報告され て い る
4)
が, 著者は本研究で述 べ た如く S D S処理 に よ っ て容易
に多数の弱轟樺 を得る こ と がで き た. こ れ らの 弱恐怖
(溶菌静性変異棒) を指 示 菌と して 強怒株 (親株) の
MC溶薗液を用 い て , プ ラ
ー ク 形成 を試 み た結軋 被験
7園申1菌件の M C潜薗液 は, 弱礫株の あ るも の に 対
してプラ
ー ク を形成 し, ま た, プラ ー ク か ら得 られ た
集落の中に は, 強溶 歯痛性 強凝寮塵弘 強胞子形成
を示す築港が存在 し た. ま た, 用 い た M C 溶薗液中に
は フ ァ
ー ジ横松子 が存在 し た. 以上の こ と は, C. histo･
1ytic u mの 番索塵軋 溶歯活性およ び胞子形成が酒原性
フ ァ ー ジ に よ り支配 され て い る 可能性 を 示 し てい る .
本研究で は, M C潜薗漕を 剛 一 ての P YG境地申で の 混
合培餐では, こ れ ら惟状の 変換ほ成功 し なか っ た が ,
その理由と し て用 い た M C潜函液中に溶性の ある フ ァ
ー ジが少な い こ と が考 え られ る が, プ ラ ー ク 形成能力
を有する フ ァ ー ジを魔窟 に得る に は至 っ て い ない .
結 輪
C.histolytic u m7株 を用 い て, 本薗U)溶蘭活性物質
慮生に つ い て, 毒薬腐生能, 胞子 形成能 との 関係 を検
討した. 被験 C. histolytic u m金歯株は胞 子形成時期 に
一 致して, 指示 蘭 Clo stridiu m sp. K Z 625, 628株 に
対して済性を示 す洛南物質 を産生し た; これ らの 指示
菌は, C. histolytic u mの 溶菌活性物質に 対し て特異的
であり対照と して用 い た Clo stridia46薗種 57薗株中,
本指示常に 対 して潜函作用 を示 した も の は, C. a u r a nti･
butic u m, C. beijerinckiiの 2 歯種の み で あ っ た . 本
格薗活性物質 は, 作用 が 殺菌的 で あ )ー, か つ 蛋白 分解
酵素(トリ プ シ ン , プ ロ ナ ー ゼ) に よ っ て 不満 化され ,
バク テリオ シ ン と し て の 性状 を有し , ま た ,1(肝C 30 分
の加熱に 耐性 で あ っ た . 5 ､ 9 〟g/Il11洩魔 の S D S で
処理する こ と に よ t), 被験 C.histolytic u m7 薗株中6
蘭株から溶菌活性変異株 を得 る こ と が 出来た . 変異株
集落の出現頻度 は被験集落の 5 ～ 40%で あ っ た . し か
しながら完全に 溶歯痛性陰性 の 変異株は得ら れ な か っ
た. 溶薗活性変異株は全て親株 に 較べ 胞 子形 成 は不良
であり, ま た, K Z 631株由来の 変異株を除き毒素産生
も低下して い た. 本溶菌活性物質は胞子形成時期 に 一
致して出現し た こ と , お よ び S D S処理 に よ っ て得 ら れ
た変異株は胞子形成が低下し て い た こ と か ら, 両者 に
は密接な関係がある こ と が判 っ た . 変異株を 指示 菌と
29
して C. histolytic u mの M C溶薗液 を用い て プ ラ ー ク
形成 を試み た 隠軋 被験 7薗株中1南棟の M C溶薗液
が 2薗株由来 の変異株 に 対し て プ ラ ー ク を形成す る こ
とが 判 っ た . また , プラ ー ク を形成 し た M C溶薗液中
に は, フ ァ ー ジ様粒子 が 認め られ , か つ , プラ ー ク か
ら得 られ た集落 の 中 に は, 強溶薗活性, 強薄紫腐生,
強胞子 形成 を示 す輿落が存在 し た. 以上の 結果か ら,
これ らの 性状 の 発現 に 関 して フ ァ ー ジが関与し て い る
可能性が 示唆 され た.
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Key w ords:ClostridhL mhibtob)tic u m, Lytic agent(s),Sporulatio npotency,To xigenicity.
A bs仕act
A study w a sunde rtaken to exam in ethe c o relation am ongto xige nicityJ SPO ru1atio npoten cy,
and lytic age nt(S) of C70 Stridiu m h ist ob)tic u m. Se ven sporoge nic and toxigenic 8tr Ams ｡f C
histoLytic u m a nd tw o strains of CTostridiu m sp･ , Which w e resimila rto C histo&ticu min the
culturala nd bioche micalpr operties ex cept to xigenicity, W e reu Sed･ T he detectio nforthelytic
age nt(S)in these strains w as c o ndu cted by t he agarlaye r m ethod･ Non e ofstrains tested pr o-
duced lytic age nt(s)activ eagain$tC h LFtOb)tic um strains, While al of7gtr a血s ofC h Lgtob,ticu m
produc ed lytic agent(s)active against Clostri diu m sp. strains, although the tw o strains of C10Stri_
dium sp･ W e reinactive again st the m selves･ W he n 5 7strains of 46clostridialspe cies w 8 re S ub-
je cted to the test for the lytic agent(s) against o ne of the tw oC?o stTidiu m sp. strain s asthe
indic ator strain, nOn e e X C ePt tW O Strains sho wed lytic activity･ Thelytic age nt(s)ofC h LTtOb)･
ticum w as bacterio cidal, in activated by try psin o rpron ase, and n ot ina ctiv ated by heating at
l OO
O
c fo r3 0 m in･ T he lytic age nt(s)ap pe a r ed in the c ultur ein the e arly station ary phase of
batterialgro wth, Whe nthe nu mber ofsporesin the cultu reinc r e a s ed promine ntly.
Fu rther studies o n the lytic age nt(s)w er epe rfor med, in r elatio n to spo ru1atio npote ncy and
to xigemicity, by usinglytic a ctivity m uta ntsthat w e reobtain ed bys odiu mdodecyls ulfate(SD S)
tr eatm ent･ A tco n c entrations of 5 to 9 pg/ml S D S, 6 0ut Of7 strain s ofC histob,tic um gaverise
tothe muta nt colo nies, eXhibiting d istinctly w e ak lytic activity, at the r atio of5 to 4 0%. T he
distin ctatte n u ation of lytic activity w a s closely a s ociated withthose ofspo rulation potency and
toxige nicity･ T he lytic a ctivity m uta nts gav e rise to plaqu es whe n they w ere expos ed to M C-
1ysate of a wi 1 dstrain ･ A po sible c orr elatio n of lysogeny wi th the to xige nicity, SPO ru1ation
POten Cy and lytic a ctivity w asdisc ussed.
